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Hansenula mrakij IFO 0895株は財団法人発酵研究所(Institutefor Fermentation， Osaka， J apan) 
より入手した。菌体を 2mMtert-ブ、チルヒドロペルオキシド(t-BHP)を含むSD最少培地 (2%グ




得られた菌体を、 0.85%生理的食塩水で、洗菌し、 4t:に冷却した 10mMリン酸緩衝液 (pH7.0)
こ50!l.IvIのフェニルメチルスルフ ォニルフルオリド (Pl¥IlSF)を含む緩衝液[BufferAIに懸濁した。
この菌体懸濁液に対し、半容量のガラスピーズを加えDyno-mil1を用いて氷冷下で10分間、細胞




細胞抽出液 (340m1、総タンパク質量 4270mg)を、 BufferAで平衡化したDEAE-celluloseカ
ラム (4.5x 25cm)に供しタンパク質を吸着させた後、 BufferAでカラムを洗浄した。カラムに
吸着したタンパク質を 0-1:tvlのKClの濃度勾配により溶出させ、試験管に10mlずつ分取した。こ
れらのうち活性を示した画分 (0.65-2.9mmho: 286ml)を集め、 この酵素溶液に硫酸アンモニウ
タンパク質の塩析を行った。ム (50.3g) を加え、 30%硫酸アンモニウム飽和とし、
Butyl-Toyopearl 650Mカラムクロマトグラフイ}
酵素溶液を 0"Cで2時間放置した後、 20000x g、30分間の遠心分離を行い、上清277mlを得
た。これを、 30%硫酸アンモニウムを含むBufferA[Buffer BIで平衡化したButyl-Toyopearl650Ivl 
カラム(2.5 x 23cm )に導通しタンパク質を吸着させた後、 BufferBでカラムを洗浄した。 カラ
ムに吸着したタンパク質を30-0%の硫酸アンモニウムの濃度勾配により溶出させ、試験管に4m
ずつ分取した。これらのうち活性を示した画分 (10.2-9.6mmho:35.2ml)を集め、 AmiconPMIO 
による限外ろ過により、酵素溶液を 2.4ml~こまで濃縮した。
Sephadex G-15 0 カラムクロマトグラフイ}
濃縮された酵素溶液を、 BufferAで平衡化したSephadexG-150カラム(1.8 x 92cm )に導通し、
Buffer Aを流速0.5mllminで流すことによりタンパク質を溶出させ、試験管に1.5mlずつ分取し
た。 これらのうち、活性を示した画分 (Ve/Vo=1.21-1.38 :6ml) を集めた。
Blue.Sepharose CL-4B カラムクロマトグラフィー
Sephadex G-150カラム後のサンプルを、 BufferAで平衡化したBlue-SepharoseCし4Bカラム
( 1.3 x 7cm )に導通し、 50mlのBufferAおよびlOOmJVlKC1を含む 25m1のBufferAで洗浄した。
さらに0.3mMNADP+および5.0mIvlグルコ}ス -6-リン酸を含むBufferAでタンパク質を溶出さ
せ、 2.5m1ずつ試験管に分取した。活性を示す画分 (28.5ml)を集め、 AmiconPJVI10による限外
ろ過により、酵素溶液を1.7m1まで濃縮した。濃縮した酵素溶液を、 SephadexG-25カラム(1.3x 











T otal protein T ota] activ ity(U) Specific activity 
(mgL____ (U/mgprotein) 
4270 1120 0.262 
包7 614 0.742 
51.0 497 9.75 


















ルコース司6リン酸、 0.3mMNADP+， 20mM MgClzを含む反応液中で、 340nmにおける吸光度の
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約130KDaを示した。 B)SDS-PAGE(ゲル濃度:1汐6)の結果、 81ueSepharose CL -68カラム
クロマトグラフィー後のサンフルは、単一のバンドを示し、その分子量は約52KDaを示した。
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必要であったことから、 Blue-SepharoseCL-4BカラムはG6PDHとつよい親和性を示 し、 H.mrakii 
のG6PDHの精製に有効であることがわかった。




変化させ、 o'Cで24時間処理し安定性を調べた結果、 pH7.5叫 8の問で活性は低下は見られず、安
定であった。しかし、 pH4.5以下あるいはpH9以上では活性が50%以下に減少した(図 2B)。
G6PDH 活性におよほす温度の影響を調べた結果、 5"51:で精製酵素は最大活性を示した (図
3A)。しかし、温度が651:を越えると活性ば速やかに低下した。また、精製酵素溶液の温度を変
化25せ、 p肝7.0(リン酸緩衝液)で30分間処理し安定性を調べた結果、.30ヒでほぼ活性は残存し
ていたものの 400C では 60%~~ まで活性が低下し、それ以上ーの温度で、は活性を失った (図 3B) 。
8 
表8 金属イオンのG6TDH活性に及ぼす影響表2 種々の薬剤の_G.6P.DH活性に及ぼす影響 G6PDH活性測定反応溶液中に金属イオンを存在させ活性を測定しG6PDH活性測定反応溶液中に種々の薬剤を加えて活性を測定レた。 た。金属イオンを含まないものをコントロール (1∞%)とし残存活薬剤を含まないものをコシトロール (1∞%)とレ残存活性を%で表 性を%で表した。した。
Relati ve .ac.ti双ity(%) Me胞1iuns Conc， 
Chemicals Conc. Relati ve 'activity (lnM) (+Mε2十) (-M.g2十)
(%) 
Control 100 100 Con甘01 100 
pムChlotoi泊eioeutioe泊zoate 1t泊M 89~O Zn2+ 0;1 29;8 5.50 
N-Ethy1maleimide 1mM 89.9・ 0.5 8.80 0.00 
1.0 7.50 0.00 HgC12 lmM 88.7 
Iodoacetamido lnホf 93.9 C02+ 0;1 90;4 98.4 
2，4，6-Tri nitorobenzene stilfonate O.2mルf 24.8 
Diethylpyroαrbohate 11rtM 1:53 恥1n2+ 0.1 97;8 131 
DTI lnホ4 85.3 
47.8- 98;5 Cu2+ 0.1 2-恥1E lmM 95.3 
0.5 斗8.2 56.5 GSH 1mルI 94.4 1.0 20;8 24.6 
GSSG lmM' 96~9 
EDTA 1m恥1 91.9 F~ 0.1 99.9 143 
CDTA lmM 68.9 
Ni2+ 0.1 98.8 72.3 8-Hydroxyquinoline lmM 89.9 
Lubrol.PX 0.01% 148 Cd2+ 0.1 68.3 41.7 
Triton X-loo 0.01% 130 0.5 22.8 32.9 
Tween 20 0.01% 120 1.0 ー0.00 30.4 
Sp組 20 0.01% 118 
AP+ 0.1 87.4 83.5 teげ=Butylhydroperoxide O.lmM 123 0.5 0.30 0.00 
1m恥f 127 1.0 0.00 0.00 
5mM 115 
Mg2+ 0.1 118 




Blue-Sepharose CLABによるアフイニティーカラムタロマトグラフィーの結果から、 H_mrakii 
のG6PDHは基震であるグルコース -6-リシ酸および、NADP+に対して高い特異性を示すことがわ




NADP+に対する Km値は、 S.cerevisiae では 51~tM および 7.5μìvI (16)、Candidautilisでは15μM


















べた。 Zn2+、Cd"2+"， Cu2 + およびAr~+ は本酵素活性を阻害し、 Cd.2+ および Alけは 1mM濃度で活性
を完全に阻害した。また、反応溶液から M'g2+を除いて活性を比較したところ、 G6PDH活性は、
ivlgけを加えることにより活性が約18%上昇した。さらに、Ivln2+，Fez+は反応液中にMgl+が含まれ



















































ら、これらの金属は Mgけと共に G6PDH活性発現の補因子として機能すると考えられた。 S.
cerevlSlaeのG6PDHはZn2+によッては影響を受けずCd2+によッて阻害を受けることが報告され
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される NADPHを還元力として、 GSSGを還元すると考えられている。 S.cerev';siaeを用いた
研究から、本酵素は細胞内のグルタチオン還元酸化比率 (GSH/GSSG)を高く保つのに必要で、
あることが報告された(2)。また、SalmonellatyphimurIumで、は、微弱な酸化的ストレス (HzOz)









Hansenula mrakii IFO 0895株は財団法人発酵研究所 (Institutefo1' Fermentation， Osaka， 
Japan)より入手した。2mMtert-ブチルヒドロベルオキシド (t-BHP)を含むSD最少培地 (2








分間、細胞を破砕した。細胞破砕溶液を 25000xg、30分間遠心分離し上清 (275ml) を得
た。これを粗酵素液とし以下の酵素精製に供した。精製操作は全て 4'C以下で
DEAE-celluloseカラムクロマトグラフィー
細胞抽出液 (275ml、総タンパク質量 1940mg)を、 BufferAで平衡化したDEAE-cel1ulose
カラム (4.5x 25cm)に導通しタンパク質を吸着させた後、 BufferAでカラムを洗浄したO カ
ラムに吸着したタンパク質を合計1リットルの0-lMのKClの濃度勾配により溶出させ、試験
管に 5mlずつ分取した。これらのうち活性を示した画分 (0.65-2.9mmho: 286ml)を集め、こ




( 2.5 x 23cm )に導通しタンパク質を吸着させた後、 BufferBでカラムを洗浄した。カラムに
吸着したタンパク質を合計600mlの30-0%の硫酸アンモニウムの濃度勾配により溶同させ、
試験管に 4mlずつ分取した。これらのうち活性を示した画分 (9.4・8.2mmho: 55ml) を集め、
Amicon PMIOによる限外ろ過ににより、酵素溶液をl.9mlまで濃縮した。
Sephadex G-150カラムクロマトグラフイー





酵素溶液を、 BufferAで平衡化したBlue-SepharoseCL-4Bカラム(l.3 x 7cm )に導通しタン
表1 各種カラムクロマトグラフィーによるGRの精製過程
Step Total protein Total activity(U) Specifi c acti vi ty Purification Yield (mg) (U/mgprotein) (fold) (%) 
CeU extracts l生↓斗 48 0.025 1.00 100 
DEAE-cel ulae 363.8 39.3 0.108 12.4 80.8 
Butyi Toyopearl650M 62.2 36.2 0.538 21.5 74.6 
Sephadex G-150 1.57 32.8 21.0 838.0 67.5 









チオン、 0.3mMNADPHを含む反応液中で、 340nmにおける吸光度の減少量を 25'Cで 1分間
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1. Cell extracts 2. DEAE-cellulose 3. Bntyl-Toyopearl 
4. Sephadex G・1505. Blue Sepharoseα.I-6B 
図1 ゲルろ過カラムおよびSDS-PAGEによる分子量の測定
A)Sephadex G-150カラムクロマトグラフィーによる分子量測定の結果、 H.mrakiilのGRは約












精製酵素を用いて GRの基質である GSSGとNADPHに対する Km値を調べた結果、それぞ
れ21.3μMおよび14.3μMであった。また、 NADHは本酵素の基質とはならなかったO
より購入した。
A I B 
~100 100 
、¥，ー内、" 、，か.h ， 
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図3 温度のGR活性に及ぼす影響






























































Chen1icals Conc Relative activity 
(%) 
Control 100 
p-Cloromercuri benzoate lmM 。
N-Ethylmaleimide 1m九4 92.3 
Iodoacetamide 1nホ4 106.9 
Dietylpyrocarbonate 1nホ4 105 
DTT 1nホf 104.2 
2-恥1E 1mM 105.8 
EDTA lmM 110.5 
CDTA 1m恥f 117.1 
8-Hydroxyquinoline 1mM 102.9 
Lubrol PX 0.01% 100.7 
Triton X-100 0.01% 101.7 
Span 20 0.01% 103 
Tween 80 0.01% 101.8 
Tween 20 0.01% 107.3 
Chaps 0.01% 111.7 
teげ -Butylhydroperoxide O.lmM 101 
1m加i 107.8 
1伽nM 92.5 






Zn2+およびCu2+は0.01mJvl 濃度で約 30%にまで活性が低下した。 Mn2+，AP+および、Co2+は






Metal ion Conc(m~v1) Relati ve activi ty 
~% 
Fe 2+ 0.1 N.D. 
0.01 169.5 
0.001 108.0 
Fe 3+ 0.1 N.D. 
0.01 0.9 
0.001 18.6 
Cd 2+ 0.1 0.0 
0.01 6.7 
0.001 17.7 
Ni 2+ 0.1 2.2 
0.01 96.8 
0.001 100.5 
Co2+ 0.1 0.0 
0.01 84.8 
0.001 94.9 
Cu 2+ 0.1 6.1 
0.01 38.4 
0.001 87.1 
zn 2+ 0.1 0.0 
0.01 39.1 
0.001 75.7 
Mn2+ 0.1 0.0 
0.01 120.1 
0.001 114.4 
A13+ 0.1 0.0 
0.01 100.3 
0.001 106.7 
Mf 0.1 89.1 
0.01 111.9 
0.001 115.3 
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て報告されていた (1-3)。一方、酵母細胞のグルタチオン酸化還元比 (GSH/GSSG)は、 GR










5accharomyces cerevisiae YPH250 (MA Ta trp1-L11 his3-L1200 leu2-L11 lys2・801ade2・101
ura3-52)はYeastGenetic Stock Center (アメリカ カリフォルニア州立大学パークレー校)よ
り入手した。 YPD栄養培地 (2%グルコース、 2%ペプトン、 1%酵母エキス、 pH5.5) に
て280Cで24時間の種培養を行い、この培養液の一部を SD培地 (2%グルコース、 0，67%




菌体を 0.85%生理的食塩水で、洗菌し、 10mMリン酸緩衝液 (pH7.0)に50μMのフェニルメ
チルスルフォニルフルオリド (PMSF)を含む緩衝液[BufferAlに懸濁した。この菌体懸濁j伐
に対し、半量のガラスビーズを加え Dyno-millを用いて氷冷下で10分間、細胞を破砕した。
得られた溶液を 100.000x g、30分間の超遠心を行い、細胞膜を含む沈殿を得た。 沈殿を
26 











Bに対して 4t:で 12時間、透析を行ったO 脱塩後の酵素溶液を、 GlutathioneSepharose CL-
4Bカラムに導通しタンパク質を吸着させた後、 BfferBでカラムを洗浄した。吸着したタン
パク質を 0-lIvrのKClの濃度勾配により溶出させ、試験管に 1m1ずつ分取した。活性を示し
た画分を集め、 1リッターの BufferBに対して 4tで12時間、透析を行った。
SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE)
第一帯一節と同様の方法を用いた。分子量マーカーとして NewEngland Bio.Lab.社製の







酸素電極を用いた GOD活性の測定は、 Hooberらの方法 (6)に従った。また、グルタチオ
ン還元酵素を用いた GOD活性の測定は、 LashとJonesの方法 (7) を用いたoGPx活性の測
定は、 GPx反応液(終濃度:100mMトリス-塩酸緩衝液(pH8.0)、50mlVIEDTA、2mMGSH、




として、 1 分間に l~mol の GSH を消費する酵素量を 1unitとした。
GSH、GSSG濃度はAndersonの方法 (8) に従い測定した。細胞内酸化度は蛍光プローブ
27 
(DCFH -DA:2 '，7'-d ich lorodihydrof1 uoresci n diacetate)を用い、 Davidsonらの方法 (9)に従い
測定した。酵素溶液のタンパク質濃度は、 Bradfordの方法 (10) に従い測定した。
各種薬剤による GOD活性の誘導
S. cerevisiaeを100mlのYPD液体培地中で対数増殖期 (OD610= 1.0) まで振渥培養した後、
各種薬剤 (1・クロロ -2、4-ジニトロベンゼン， 25μM;エタクリル酸， 1mIvI ;ジアミド，2mM;
ジチオスレイトール I1mM ; H
Z
021 O.4mM ; t-BHP， O.6mM ;パラコート， 1mM ; NaCl， O.5M ; 
CaC1
2




精製酵素のN末端付近の配列 (10アミノ酸)を YeastProtein Database (YPD， h坑p:lIwww 
proteome .com databases lindex. htm1).を用いて検索した結果、第7香染色体に存在する1113bp
からなる読み枠 (YGR079w)から推定されるアミノ酸配列と高い相向性を示した。そこで、
このYGR079wをGOLl(Glutathioneoxidase like 1)と命名した。 GOLlをS.cerevisiae S288C 
株のゲノムをテンプレートとし、オリゴヌクレオチドプライマー GOL-F(Sal1サイトを付加し










Step TotaJ Protein Total A ctivity Specific activity Fold Purifiωtion YieJd 
(ag2 sI2 (U/mg) ~ 
Total Membra.1le Fraction 6261.45 10.27 0.0016 1.0 100.0 
DEA E-Toyopearl 650M 699.00 4.82 0.0069 4.2 46.9 
Q-Sepharose 178.39 2.88 0.0161 9.8 28.0 

















1. Cel1 membrane exteact 2. DEAE-Toyopearl 





























ルピトール)は GOD活性を低下させた。また、 SH基枯渇剤による GODの誘導は濃度依存的
(図2)。な傾向にあった
グルタチオンオキシダーゼ、の精製
各種クロマトグラフィーを用いて GODの精製を試みたO 精製の概略を表lに示したO 最終











? ? ? 〉 ? ?









? ? ? ??
? ?
? ?
? ? ?? ? ??
??
?







GOLl遺伝子破壊株(golld.)における GOD活性は、野生株の約 10%にまで低下した。 (図4)
30 
図2 SH基枯渇剤濃度によるGOD活性の変化












































































Rat semirenal visicle : 33 KDa)と比べ、分子量はやや低かった(1-3)。本酵素の部分アミノ酸1 
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使用 した菌株のうちHansenulamrakii IFO 0895株は財団法人発酵研究所 (Institutefor 
Fermentation， Osaka， J apan)より入手したo Saccharomyces cerevisiae YPH250 (lvIATa trpl・
~ 1 his3 -~2 00 leu2-tl1 lys2-801 ade2・101ura3-52)はYeastGenetic Stock Center (アメリカ
カリフォルニア州立大学パークレー校) より入手したo H. mrakiiおよび S.cerevisiaeは、そ







， pH5.5) およびYPD培地 (2%グルコース、2%ペプトン、 1%
酵母エキス、pH5.5)にて 28'Cで 24時間振塗培養を行った。 この培養液の一部を5mlのSD












タープログラム (DNASISMac，HITACHI Co.)を用いてアラインメントを構成した (12-16)。
10 20 30 40 50 
Rat 1 MSRILRAS仁LLSlLLAGFVP PGRGQEKSKT DCHGGMSGTI YEYGALTIDG 
Mornel 1 MVTELRVFYL VPlLLASYVQ TTPRPEKMKM DCYKDVKGTI YDYEALSLNG 
Morne2 1 MARILRASζl LSLLLAGFVP PGRGQEKSKT 0仁HGGMSGTIYEYGALTIDG 
Bovio 1 MARLFRAS仁LLSLLlAGFIP PSQGOEKSKT 0仁HAGVGGTIYEYGALTIOG 
Hum~ 1 MARLLQASCL LSlLLAGFVS QSRGQEKSKM 0ζHGGISGTI YEYGAlTIDG ・
60 70 80 90 100 
51 EEYIPFKOYA GKYIlFVNVA SYCGLTOOYl ELNAlOEELG PFGLVILGFP 
51 KEDIPFKOYR GKHVlFVNVA TY仁GlTIOYPELNALOEDLK PFGLVIlGFP 
51 EEYIPFKQYA GKYILFVNVA SY仁GlTDOYLELNAlQEElG PFGlVILGFP 
51 EEYIPFKQYA GKYIlFVNVA SYCGLTGQYV ELNALOEELE PFGLVILGFP 
51A半PFKQYAGKYVLFVNVA SYCGLTGQYI ELNALQEELA PFGLVIlGFP 
110 1Z0 130 140 150 
101 CNOFGKOEPG ENSEILPSLK YVRPGGGFVP NFOLFEKGDV NGEKEOKFYT 
101仁NQFGKOEPGDNLEIlPGlK YVRPGKGFLP NFOlFAKGDV NGENEOKIFT 
101 SNQFGKOEPG ENSEIlPSLK YVRPGGGFVP NFQLFEKGDV NGEKEQKFYT 
101仁NQFGKOEPGENSEILATLK YVRPGGGFTP NFQLFEKGDV NGEKEQKFYT 
101仁NQFGKQEPGENSEILPTLtくYVRPGGGFVPNFQLFEKGOV NGEKEQKFYT 
160 170 180 190 Z00 
151 FLKNS仁PPTAELLGSPGRLF WEPMKIHDIR WNFEKFLVGP DGIPIMRWYH 
151 FLKRS仁PHPSETVVMSKHTS WEPIKVHDIR WNFEKFLVGP DGVPVMRWFH 
151 FLKNS仁PPTAElLGSPGRLF WEPMKIHOIR WNFEKFlVGP OGIPVMRWYH 
151 FLKNSCPPTS ELLGSPDRLF WEPMKVHDIR WNFEKFlVGP DGIPIMRWYH 
151 FLKN$ζPPTS ElLGTSDRLF WEPMKVHDIR WNFEKFLVGP DGIPIMRWHH 
• 210 2Z0 Z30 
201 RTTVSNVKMD ILSYMRRQAA l~ARGK.... Z30 
201 QAPVSTVKSD IMAYLSHFKT 1....... Z30 
201 RTTVSNVKMD IlSYMRRQAA lSARGK.... 230 
201 RTTVNSVKMD ILTYMRRRAV WEAKGK.... 230 
201 RTTVSNVKMD ILSYMRRQAA LGVKRK.... 230 
図1 ホ乳類で取得されたGPxYミノ酸配列のアラインメント
ラット、マウス(血媛、精細胞)、ウシ、ヒトのGPxのアミノ酸配列を比較し







の配列は以下の通りであるoHGP-F(5' -GCCAAGCTT AAGGTGCTGCTCA TTG AGAA T-3' )お
よびHGP-R(5' -GCCAAGCTTGTGT ATCTGCGCACTGAACTA-3')。これらのプライマーを






た。 Braunhomogenizerを用いたガラスピーズ破砕を 3分間行い菌体破砕溶液を得た。 4"(:で
6000rpm、lOminの遠心分離を行い、得られた上清を粗酵素溶液としたoGPx活性はF10heと
Gunzlerら(17)の方法を用いて測定した。GPx反応により酸化されるGSHをグルタチオン還元




H. mrakiiのゲノム DNA断片を M13mp19ファージプラスミドに移し、 TakaraDNA dele-
tion Kitを用いてデレーシヨンミュータントを作製したoDyeTerminator Cycle Sequencingキッ
ト (AppliedBiosystems社)を用いてDNA塩基配列のシーケンスを行った。
遺伝子破壊株の構築














一方、 PCRを用いて GPLl遺伝子の読み枠の一部を以下のプライマー (5'-ACTCCCTTTGG 







pGPx8をHindIIIとお1Iで、処理して得られる断片 (R2)を、 pUC19に連結したものを pUR2
としたopUR2をNheIとClaIで切断し、 Klenow処理したたものにAURI-C遺伝子を導入した
プラスミド (pAUR3)を構築した。とのプラスミドを JvIunIとNdeIで消化し、 R2断片の一部
とAURI-C遺伝子を含むフラグメント (6027bp)を得た。このDNA断片を先ほどと同様にH.
mrakiiへ導入し、オーレオバシジンA耐性株を選択した。オーレオバシジン耐性株より染色体
DNA調製し、 LPRl遺伝子の読み枠を増幅するプライマー (LPR-F、5'-CTCAGCTTCG AAAC 
CATGGTTGTGAAACTC-3' ; LPR-R、5'-ACAA TCTTTTTTTTTT A TT AGCAGTTCTCC-3 ')を
用いて遺伝子破壊を確認した。
一方、 PCRを用いてLPRl遺伝子の読み枠の一部を以下のプライマー (5'-CAGAATATTTGT
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入した。制限酵素類、 T4・DNAligerse、及びTaqpolymeraseはNewEngland Bio. labより購
入した。 ECLTMラベリングキット、及びナイロン膜 (Hybond-N)はAmersham社より購入し






1) 0 Rat -GPxcDNAを鋳型としたPCR増幅断片と (R-GPxP:約300bp)、丘 mrakiiゲノム DNA















R2 とした。この 2 つの断片を多コピーベクタ~ YEp24に連結したものを、それぞれpRlお
よびpR2とした。これらを S.cerevisiaeに形質転換し過酸化脂質に対する感受性を検討した
結果、 pR2を保持した株は 1mM t-BHP含有液体培地でも生育が可能であり、強いt-BHP耐




































ATG GTT GTG AAA CTC GTG GGA TTG ACG CTG GCT GTC AGT TCC AAT ATG TGG GCT GGT AAA GAA 
M V V K L V G L T L A V S S N M W A G K E 
GGT CCA TTA GTT CAT ATC TCG TGT GC TGT GCA AAC ATC TTG ATG GAA TCA TTC AGA ATA TTT 
G P L V H工 s C C C A N 1 L M E S F R 1 F 
GAT GGC AGT GAA TCT AAA CGT CGT GAA TTG TTA CTA GCT GCC AGC GCT GCT GGT ATA TCT GTT 
D G S E S K R R E L L L A A S A A G 1 S V 
GCA TTT AAT GCC CCC ATC AGT GGT GTC ATC TTC ACA CTC GAA CAA TTG ACC TCT TAC TTC TAC 
A F N A P 工 S G V 工 F T L E Q L T S Y F Y 
GCA TCC AGT AAG ATG TGG CCT TCT TTT GTC TGT GCA ATG GCT GCC ACT GTG GTG TTG AAC TCA 
A S S K M W P S F V C A M A A T V V L N S
TTC AAG GAA GGT ATT GAC GTC TAT GTC ACT ATG AAT AAT CAA TGG CTA GGA TTT GAA CTG TTT 
F K E G 工 D V Y V T M N N Q W L G F E L F 
GGT TTC ATG ATG CTT GGA GTT GCC GGT GGT GTA TTT GGT GCA TTT TTC AAT AGG CTC AAT ATG 
G F M M L G V A G G V F G A F F N R L N M 
AAG TTT GCC AAT TTA CGC CGT GCA TTC ATA AGT TCC AGA GGA GCA GA TAC GAA GTA TTG GAA 
K F A N L R R A F 1 S S R G A R Y E V L E 
GTT GTG GCA TTA TCC CTT GTC ACA TCT GTT GTG ACA TTT CCG TTG GTC TTC CCA AGG TTA TCG 
V V A L S L V T S V V T F P L V F P R L S 
CTG AAC GCG TTG ATT TCA CGA TTA TAT AAA GAT TGT GAA AAC ATC GAT GAG AAC ATC ATG GGT 
L N A L 工 S R L Y K D C E N 1 D E N 1 M G 
GGG CTA TGC TCT GAG CAC TCT GGA TAT ACC TTA CTG TTA CTC CTC TGT ACC GGT GTC ACA GTG 
G L C S E H S G Y T L L L L L C T G V T V 
TCG GTG ATT ACA GCT TAT ACA TTC GGT ACT ATC GTA CCA GCG GGT GTT CTC ACT CCG GCA CTG 
S V 工 T A Y T F G T工 V P A G V L T P A L 
GCC ATT GGC GCA ATA TTT GGA CGT ATC CTA GGT ATA ATT GTT GAA AAC GTT CAA ACT TCT TCG 
A 工 G A 工 F G R 1 L G 1工 V E N V Q T S S 
CCA TTG CTA TCG TCG GTA TGT TCC AAC TCT TCG AAT CTC TGT GTT TCA CCT GCT GCT TAT GCC 
P L L S S V C S N S S N L C V S P A A Y A 
GTT GTT GGA TCT GCC GCC TTT TTA GCT GGT GTT ACC AAG ATG ACT GTA TGG GTT GTG GTC ACC 
V V G S A A F L A G V T K M T V W V V V T 
GTT TTT GAA TTA ACA GGC GCC TTG ACT TAT GTA TTG CCT ATT ATG ATC ACG GTA TTG ATC GCG 
V F E L T G A L T Y V L P工 M 工 T V L 工 A
AGA TGG ACA AGC GAT CAG CTC GAC GGT GAG AAT TGT TAC GAT CAG TGG ATT AAA TTC TTC GGA 
R W T S D Q L D G E N C Y D Q W 工 K F F G 
TAT CCT TAC CTG ACA G且A GTC AAG AGA CCT CTG CCT TTG ACA AAG AGT CGA GAT TTC TTA AAA 
Y P Y L T E V K R P L P L T K S R 0 F L K 
CCA CTG GAC GAA ATT AAG GCG ATA TAT CTG GAA GAT GTG GCT ACT TTA GAA TCA TTG GAG TCG 
P L D E 工 K A 工 Y L E D V A T L E S L E S 
CTG ACG CAG TTG且AATAC CAA GGG GTG CCG ATA TTG AAG AGT CGT ATT GAA CCA AGA CTA TTT 
L T Q L K Y Q G V P 工 L K S R 工 E P R L F 
GGA TGG CTA TCG CTA GCC GAC TTG GAA GAC AAG TTG TTA CAA ATA CAC GCT GCT CA GAG CCT 
G W L S L A D L E D K L L Q 工 H A A S E P 
GCT GAT TCA CAA AGG AGA GTT GTG TTC ACC AAT AGT GAT CGC GAT GAG GGT AAT GAT AAT GAT 
A D S Q R R V V F T N S D R D E G N D N D 
AAT GCG CAC AAT TTA TCG GAT ATT GTG GAA AAT GGT TAT ATA ACT CTC AGC CCG GAA CTG CCA 
N A H N L S D工 V E N G Y 工 T L S P E L P 
CTA CCC TCA CTG GTT GAC GTC TTC TTC AAT ATG AAG CCT CGG TAT GTT TTG TTC TGT GAG GAT 
L P S L V D V F F N M K P R Y V L F C E D 
GGG CTG TTC TGT AGC CTG CTA ACC TTG AGA GAT GTG TCC GGG ATT GTG GAG AAC TGC TAA TAA 
G L F C S L L T L R D V S G 1 V E N C * 
AAAAAAAAGATTGTCAGCACTGCGCGTTCCAGGCTCCAGGCTCCAGGCTCCAGGCTCCAGCCCTACGTACCTGAAGCCTTCTG 
TTTGTAGTTTTTTGCTCCATGAAAATCCGCATTGTTTGACCAAAGTCGGTGTTCCGCGTGGAAGTTTCCGATGTGGAAAAACT 
? ? ? ? 〉 ?
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以外の酵母やカピ、植物のゲノム上にも存在することから (25)、丘 mrakiiにも AURI-C遺伝
子ホモログが存在すると考えられる。従って、今回作製した破壊用プラスミドではAURI-C遺
伝子は瓦 mrakiのAURl相同遺伝子座位で組み変わって しまうている可能性が考えられた。
いずれに しても、 GPLl遺伝子が丘 mrakuのGPx構造遺伝子をコー ドしているか否か同定を行
うことはできなかった。
【引用文献}
l)Steels， E.L.， Learmonth， R.P. and Watson， K. (1994) Stress tolerance ancl membrane lipid 
unsaturation in Sαccharomyces cereνisiαe grown aerobically or anaerobically. Microbiology， 140， 
569-576 
2)Howlett， N.G. andAvery， S.V. (1997) Induction of lipid peroxidation during heavy meta1 stress 
in Sacchαromyces cerevisiαe and influence of plasma membrane fatty acid unsaturation. Appl. 
Environ. Microbiol.， 63， 2971-2976 
3)Vercesi， A.E.， Kowaltowski， A.J， Grijaiba， M工，Meinicke， A.R. and Castiho， R.F. (1997) The 
role of reactive oxygen species in n1itochondrial permeability transition. Biosc. Rep.， 17，43-52 
4)Aoshima， H.， Kadoya， K.， Taniguchi， H.， Satoh， T.and Hatanaka， H. (1999) Generation offree 
radicals during the death of Saccharomyces cerevisiae caused by lipid hydroperoxide. Biosci. 
Biotechnol. Biochem.， 63， 1025-1031 
5)Kubo，A.， Saji H.， Tanaka， K.， Tanaka， K. and Kondo， N. (1992) CloIUng and sequencing of a 
cDNA encoding ascorbate peroxidase from Arabidopsis thaliana. PIαnt lVJol. Biol.， 18，691-701 
6)Goltz， S.， Kaput， 1.and Blobel， G. (1982) Isolation of the yeast nuclear gene encoding the 
rnitochondrial protein， cytochron1e c peroxidase. J. Biol. Chem.， 257， 11186-11190 
7)Brigelius-Flohe， R.， AUI1ann， K.D.， Blocker， H.， Gross， G.， Kiess， M.， Kloppel， K.D.， Maiorino 
M.， Roveli， A.， Schuckelt， R.and Usaru， F.(1994) Phospholipid-hydroperoxide glutathione per-
44 
oxidase. Genomic DNA， cDNA， and deduced amino acid sequence. J. Biol. Chem.， 269， 7342-
7348. 
8)Kistler， M.， Sumn1er， K. and Eckardt， F.(1986) Isolation of glutathione-deficient 111utants of 
the yeast Saccharomyces cereνisiae. MutationRes.， 173， 117-120 
9)Inoue， Y.， Ichiryu， T.， Yoshikawa， K.， Tran， L.T.， Murata， K. and Kimur孔A.(1990) Induction 
of glutathione peroxidase by linolenic acid hydroperoxide in Hansenula mrakii. Agric. Biol. 
Chem.， 54， 3289-3293 
10)Tran， L.T.， Inoue， Y.and Kimura， A. (1993) Oxidative stress response in yeast: purification 
and some properties of a membrane-bound glutathione peroxidase from Hansenula mrakii. 
Biochim. Biophys. Acta， 1164， 166-172 
11)Cryer， D.R.， Eccleshall， R. and Malmur， J.(1975) Isolation of yeast DNA. Methods Cell 
Biol.， 12，39-制.
12)Yoshimura， S.， Watanabe， K.， Suemizu， H.， Onozawa， T.， Mizoguchi， J.， Tsuda， K， Hatta， H. 
and Moriuchi， T.(1991) Tissue specific expression of the plasma gluta也ioneperoxidase gene 
in rat kidney. J. Biochem.， 109，918-923 
13)Maser， R.L.， Magenheimer， B.S. and Calvet， J.P. (1994) Mouse plasma glutathione peroxi世
dase. cDNA sequence analysis and renal proximal tubular expression and secretion. J. Biol. 
Chem.， 269， 27066-27073 
14)Ghyselinck， N.B.， Rigaudiere， N. anc1 Dufaure， J.P. (1991) Androgen-dependent protein 
secreted by ll10use caput epididymis shows high homologies with different glutathione peroxi-
dases. C. R. Acad. Sci. 11， 313， 1-6 [in French] 
15)Martin-Alonso， J.M.， Ghosh， S.and Coca-Prados， M. (1993) Cloning of the bovine plasma 
selenium-dependent glutathione peroxidase (GP) cDNA from the ocular ciliary epitheliun1: 
expression of the plasma and cellular forms within the mammalian eye. J. Biochem.， 114，284-
291 
16)Takahashi， K.， Akasaka， M.， Yamamoto， Y.， Kobayashi， C.， Mizoguchi， 1.and Koyama， J.
(1990) Primary structure of human plasma glutathione peroxidase deduced from cDNA se-
quences. J. Biochem.， 108， 145-148 
17)日ohe，L. and Gunzler， W.A. (1984) Assays of glutathione peroxidase. In Methods in Enzy-
ll1010gy (A.Mesiter， Edよvol.l05，pp114-121， Academic Press， New York 
45 
18)Bradford， M.M. (1976) A rapid and sensitive nlethod for the quantitation of lllicrograol 
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal. Biochem.， 72， 248-254 
19)Greene，1. R.， Brown， N. H.， Di DOll1enico， B. J.， Kaplan， J.ancl Eide， D. J. (1993) The 
GEF 1 gene of Saccharomyces cerevisiae encodes an integral men1brane protein: n1utations in 
which have effects on respiration and iron-limited growth. Mol. Gen. Genet.， 241 ， 生~2-553
20)Dean， M.， Allilζn1ets， R.， Genard， B.， Stewart， C.， Kistler， A.， Shafer， B.， Michaelis， S.and 
Strathern， J.(1994) Mapping and sequencing of two yeast genes belonging to the ATP-binding 
cassette superfamily.長ast，10，377-383 
21)Borsa凶，G.， Rugarli， E.I.， Taglialatela，加1.，Wong， C. and Ballabio， A. (1995) Characteriza-
tion of a human and n1urine gene (CLC3) sharing similarities to voltage-gated chloride chan-
nels and to a yeast integral membrane protein. Genomics， 27，131-141 
22)Schwappach， B.， Stobrawa， S.， Hechenberger， M.， Steinmeyer， K. and Jentsch， T.J. (1998) 
Golgi localization and functional1y itnportant don1ains in the NH
2 
and COOH tenninus of the 
Yeast CLC putative chloride channel Gef1p. J. Biol. Chem.， 273，15110-15118 
23)http://psort.nibb.ac.jp:8800/ 
24)Nagiec， M.M.， Nagiec， E.E.， Baltisberger， J.A.， Wells， G.B.， Lester， R.L. and Dickson， R.C. 
(1997) Sphingolipid synthesis as a target for antifungal drugs. Complementation of the inositol 
phosphorylceramide synthase defect in a mutant strain of Saccharomyces cerevisiae by the 
AURl gene. J. Biol. Chem.， 272， 9809-9817 
25)Nagiec， M.M.， Wells， G.B.， Lester， R.L. and Dickson， R.C. (1993) A suppressor gene that 
enables Sacchαromyces cereνisiae to grow without making sphingolipids encodes a protein 


























S. cerevisiae YPH250 (1vIATa trp1-.11 his3-.1200 leu2-.11 lys2・801ade2-101 ura3司 52)は
Yeast Genetic Stock Center (アメリカ カリフォルニア州立大学パークレー校)より入手したo
S. cerevisiaeのYap1欠損株 (yap1ム)はWuらによって構築されたプラスミドpSM27を用い








伝子の TAAコドンより 964--944 bp下流に結合し制限酵素サイト 5alIを含むプライマー
GPX1-R (5'-CGCCCTGAAGGTCGACCGTGT AAGAATCCT-3')によって増幅される断片の大
きさは 1905bpである。
GPX2遺伝子の ATGコドンより 720--700bp上流に結合し、制限酵素サイト 5ma1と5a11
を含むプライマー GPX2-F(5' -GTTACCGTTC<二CCGGGTTGGTCGACTTGAT-3')と GPX2遺
伝子の TGAコドンより 1951--1931 bp下流に結合し、制限酵素サイト 5a11サイトを含むプ
ライマー GPX2-R(5'-GATCAAGCGTGTCGACATGCAACAAGAGGC-3')によって増幅され
る断片の大きさは 3720bpである。
GPX3遺伝子の ATGコドンより 853-----833bp上流に結合し制限酵素サイト SamISalIを含
むプライマー GPX3-F(5" ATCTTTCTGCACCCGGGTGTCGACGACGCC-3')とGPX3遺伝子
のTAGコドンより 1045.-~ 102 5 bp下流に結合し、制限酵素サイト SphIを合むプライマ-
























1.0rnM;メナジオン.10rnM;ジアミド， 2.0 mIv1; 9，1 0・ナフトキノン(9.10-NQ)，50μIvl;エタノ ー
ル(EtOH)，7.5%; NaCl， 0.5lvl;熱ショック(42t，一時間);2，デオキシグルコース(deGlc)，0.1 %;グ
ルコース飢餓 (yp)1で1時間処理した。生理的食塩水で洗菌後、全RNA画分を Schmittら(12)
の方法により調製した。またYap1の各GPX遺伝子の発現に及ぼす影響を調べるため、 SD最
少培地(2%グルコース、 0.67%Yeast Nitrogen Base、pH5.5)に適当なアミノ酸を添加した培地
で野生株、 yaplL1株、 YEp-YAPl保持株をそれぞれ対数生育期まで培養し、全RNA画分を調
製した。全RNAをアガロースゲル電気泳動後、ナイロンメンブレンに転写し80tで1時間乾























S. cerev isi aeでは酸化的ストレスに重要な転写因子として Yap1が知られている。 (13，14)0 
Yap1は、 YRE(Yap 1 response element)と呼ばれる配列 (5'-TTA(C/G)TAA-3')に結合し、標
的遺伝子の転写を活性化する (15)。酸化的ストレスに対して誘導性を示すGPX2遺伝子の 5'

































GLRl TTACT AA 
TRX2 TTACT AA 
TRR 1 TTAG TCA 
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Saccharomyces cerev-isiae YPH2 50 (MA. Ta trp1-L11 his3-.t1200 leu2-i!1 lys2-801 ade2-101 





























培養を行い、 OD610=1.0で集菌した。生理的食塩水による洗菌後、 4'Cに冷却した 10mTvIリン














た。 Aから B1、B2、B3の値を差しヲ!いた値を GPx活性とした。 NADPHのミリモル吸光係数









さらに、 gpxl企Igpx品、。x2AIgpx3!J.および、gpxl企1gpx 2111 gpx 31 {* ~ 、ごついても同様に感受件
が見られた(図 1)。
No stress 
4.0 mM H202 
1.5 mM t-BHP 
ぷに ♂ f f f 〆〆♂










































ている(9)0 しかし、 GPX2遺伝子破壊株 (gpx21)では酸化的ストレスに対する感受性の増大
は観察されなかった。
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要約





2. 瓦 mrakiiIFO 0895株のゲノムからS.cerevisiaeに対して過酸化脂質耐性を付与す
るDNA断片をクローニングした。得られた断片には、 2つの読み枠 (GPLl遺伝子、 LPRl
遺伝子)が存在した。 GPLl遺伝子を導入したS.cerevisiaeで、はGPx活性の上昇が確認
された。




4. S. cerevi s i aeのGPX:遺伝子破壊株の表現型の解析から、 GPX3遺伝子が主要なGPxとし
て機能していることを明らかにした。
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